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【要旨】肺の扁平上皮癌にどれほどのHPV－DNAの関与があるかを知るために，多数の手術材料から得ら
れたパラフィンブロックを対象にin－situ　Hybridization（ISH）を行った．　ISHには，検出感度を高める一
手段として，免疫染色用に開発されたCatalyzed　Signal　Amplification　Systemを使用し，癌細胞とHPV－
DNAの関係を検討した．さらにHPV－DNAと癌抑制遺伝子p53蛋白との関係についても検討した．
　結果，88症例中18例（HPV－Type　16：2例，　Type　18：12例，　Type　33：4例）20．5％にHPV－DNAが検出
され，またp53蛋白の存在はHPV－DNA陽性群で18例中8例（44．4％），陰性群では70例中45例（64．3％）
でありHPV－DNA存在下で低かった．これらの結果は肺の扁平上皮癌の発生原因の一つに，　HPVが関与し
ていることを示唆していると考えられた．
緒 言
　Human　papilloma　virus（HPVと略す）はヒト
発癌に関連するウイルスとして注目されているひと
つであり，子宮頚部扁平上皮癌の発生にはHPVが
深く関与していることはほぼ明白である1）～5）．子宮
以外の臓器で発生する扁平上皮性腫瘍に関しても
HPV感染との因果関係が注目されている6）～16）．
　肺の扁平上皮癌においても例外ではなく，多数の
症例を対象とした系統的論文は未だ少ないものの，
HPV－DNAが肺の扁平上皮癌細胞から低頻度では
あるが検出され報告され始あている17）一一19）．in・situ
Hybridization法（ISHと略す）の検出感度を高める
ことが可能ならば，より正確，かつ確実に癌細胞と
HPV－DNAの関係が検討できる．免疫染色用に開発
された高感度検出システムCatalyzed　Signal
Amplification　System（CSAと略す）を使用した，
ir卜situ　Hybridizationはこの目的に適したものであ
る（ISH十一CSAと略す）．さらにHPV感染の発癌機
構を知る一手段として，p53蛋白の関与についても
検討した．
対象および方法
　1．対象
　東京医科大学病院病理部に保存されている過去
11年間（1986年～1996年）の肺癌手術材料のうち，
扁平上皮癌と病理組織学的に診断された症例から検
索対象となる88例を選択した．年齢は44歳から81
歳（平均69，0歳）に分布し，男性が81例，女性が
7例であった．習慣的喫煙者は62例（男性57例，女
性5例），非喫煙者は26例（男性24例，女性2例）
であった．組織学的分化度は高分化型23例，中分化
型35例，低分化型30例であった（Table　1）．
　以上の88症例の組織標本から，代表的なブロック
を選択し対象標本とした．
　2．方　法
　1）　in－situ　Hybridization
　a）前処置
1997年7月10日受付，1997年8月2日受理
キーワード：肺扁平上皮癌，ヒト乳頭腫ウイルス，in－situ　Hybridization，　p　53，　PCR．
（別刷請求先：〒160東京都新宿区西新宿6－7－1東京医科大学病理学第二講座刑部安弘）
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Table　1　Clinicopathologic　features，　HPV　typing
DifferntiationTumor　size（cm）Smoking　history　p　53　GradeHPV rade
＆　Types
Well
Well
Well
Well
Well
Well
Well
Well
Well
　　Well
　　Well
　　Well
　　Well
　　Well
　　Poor
Moderate
Moderate
　　Well
Poor
Poor
Poor
　　Poor
Moderate
　　Poor
Moderate
　　Well
　　Poor
Moderate
　　Well
　　Poor
Moderate
Moderate
　　Well
Moderate
Moderate
　　Poor
　　Poor
Moderate
Moderate
Moderate
　　Poor
　　Poor
5．0　×　3．8　×　3．2
3．8　×　2．5　×　2．2
L　5　X　O．8　X　O．8
6．8　×　4．5　×　4．3
4．6　×　3．8　×　3．5
10．6　×　6．4　×　3．9
6．0　×　6．0　×　6．0
5．7　×　5．6　×　4．9
2．8　×　2．5　×　2．0
8．0　×　5．8　×　4．0
2．4　×　2．2　×　1．8
10．0　×　7．5　×　6．8
2．8　×　2．4　×　2．3
3．3　×　3．2　×　2．5
4．5　×　3．5　×　3．4
7．0　×　6．0　×　6．0
6．5　×　6．0　×　4．0
4．3　×　3．3　×　2．2
8．6　×　6．6　×　3．8
4．0　×　4．0　×　3．0
L3XL2XO．6
3．0　×　2．5　×　3．O
L8×1．7×1．4
5．5　×　4．0　×　3．3
8．0　×　7．0　×　5．0
2．2　×　2．2　×　2．0
2．0　×　6．0　×　5．0
4．0　×　3．5　×　3．0
3．5　×　2．5　×　2．0
3．0　×　2．5　×　2．5
　　3．5　×　3．5
4．4　×　4．3　×　3．5
3．5　×　2．5　×　2．0
6．5　×　6．5　×　3．5
6．0　×　5．0　×　3．0
3．0　×　2．5　×　2．0
　2．5　×　2．0　×　2．0
11．5　×　10．0　×　10．0
　8．5　×　7．8　×　5．5
　5．0　×　3．4　×　3．3
40／day　×　45　years
10／day　×　60　years
30／day　×　47　years
30／day　×　30　years
15／day　×　37　years
Non　smoking
70／day　×　49　years
20／day　×　40　years
5／day　×　30　years
15／day　×　42　years
10／day　×　37　years
Non　smoking
60／day　×　39　years
40／day　×　58　years
30／day　×　60　years
20／day　×　50　years
Non　smoking
55／day　×　30　years
40／day　×　36　years
30／day　×　44　years
20／day　×　50　years
30／day　×　47　years
Non　smoking
10／day　×　20　years
3／day　×　54　years
20／day　×　39　years
20／day　×　39　years
3／day　×　54　years
10／day　×　39　years
Non　smoking
5／day　×　58　years
20／day　×　55　years
40／day　×　50　years
Non　smoking
60／day　×　38　years
15／day　×　50　years
30／day　×　57　years
Non　smoking
20／day　×　45　years
1 ／day　×　35　years
24／day　×　39　years
Non　smoking
G一　V
G－V
G一　V
G一　V
G－O
G－O
G－O
G一　I
G一　V
G－II
G一　I
G一　II
G一　V
G一　V
G一　V
G－O
G一　I
G一　V
G一　V
G－O
G－lfi
G－V
G一　V
G－O
G－I
G一　V
G－O
G－V
G－O
G一　V
G一　I
G－III
G－O
G一　V
G－O
G一　V
G一　V
G一　V
G一　V
G－O
G一　V
G一　V
　G－O
　G－III
Type　18
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　18
　G－O
　G－IV
Type　18
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－VI
Type　18
　G－O
　G－VI
Type　18
　G－O
　G－O
　G－VI
Type　18
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　18
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　18
　G－O
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　18
　G－O
　G一　II
Type　33
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　33
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
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No．
Age Sex DifferntiationTumor　size（cm）Smoking　history　p　53　Grade
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74
75
76
77
78
79
80
81
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83
84
85
86
87
88
63
76
80
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59
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74
66
67
70
67
75
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48
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77
71
75
62
57
65
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69
66
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79
69
66
44
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66
76
75
79
81
78
75
70
66
63
64
77
66
66
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Moderate
Moderate
Moderate
　　Poor
　　Poor
Moderate
　　Poor
Moderate
Moderate
　　Poor
　　Poor
　　Poor
Moderate
　　Poor
Moderate
　　Poor
Moderate
Moderate
　　Poor
Moderate
Moderate
Moderate
Moderate
Moderate
　　Well
　　Well
Moderate
Moderate
Moderate
　　Well
　　Poor
Moderate
　　Poor
　　Well
　　Poor
Moderate
　　Poor
Moderate
　　Well
Moderate
Moderate
　　Poor
　　Poor
　　Poor
　　Poor
　　Poor
2．5　×　2．2　×　2．1
2．4XL5×1．5
　　4．5　×　3．1
1．8　×　1．8　×　1．4
2．3　×　1．3　X　O．9
4．0　×　3．7　×　5．0
　　2．0　×　1．8
　　4．0　×　4．3
　　2．0　×　3．0
　　1．5　X　O．7
8．5　×　5．0　×　3．5
　　4．5　×　4．1
　　2．4　×　2．0
3．6　×　2．0　×　2．0
3．2XL4×2．1
4．6　×　3．6　×　3．5
2．5　×　2．6　×　1．2
3．0　×　3．2　×　3．5
3．5　×　3．2　×　3．5
3．5　×　2．5　×　3．0
　　4．0　×　5．0
　　4．0　×　2．5
3．0　×　3．0　×　2．5
3．0　×　4．5　×　4．0
4．6　×　3．6　×　4．5
　　2．1XL4
　　3．6　×　3．5
6．7　×　4．3　×　3．5
3．8　×　2．0　×　2．6
2．4　X　L　6　×　2．0
6．0　×　5．0　×　8．0
3．2　×　2．0　×　6．7
3．0　×　2．5　×　3．5
3．9　×　3．6　×　7．0
3．0　×　2．0　×　3．6
3．5　×　2．5　×　3．5
3．0　×　4．0　×　5．0
7．5　×　7．0　×　7．5
5．0　×　5．0　×　3．0
5．0　×　3．5　×　2．5
3．5　×　3．5　×　3．2
8．5　×　8．0　×　7．0
9．5　×　6．5　×　6．0
2．0　×　2．5　×　5．0
30／day　×　43　years
10／day　×　57　years
Non　smoking
20／day　×　47　years
40／day　×　36　years
Non　smoking
Non　smoking
5／day　×　41　years
20／day　×　54　years
20／day　×　40　years
Non　smoking
40／day　×　45　years
20／day　×　47　years
20／day　×　47　years
20／day　×　40　years
　Non　smoking
20／day　×　51　years
Non　smoking
Non　smoking
20／day　×　50　years
20／day　×　42　years
Non　smoking
40／day　×　37　years
40／day　×　56　years
20／day　×　45　years
Non　smoking
Non　smoking
Non　smoking
Non　smoking
20／day　×　46　years
35／day　×　17　years
40／day　×　45　years
Non　smoking
20／day　×　51　years
Non　smoking
Non　smoking
30／day　×　42　years
40／day　×　40　years
20／day　×　30　years
Non　smoking
Non　smoking
45／day　×　43　years
40／day　×　32　years
Non　smoking
40／day　×　50　years
20／day　×　49　years
G一　V
G－III
G一　II
G一　V
G一　V
G一　V
G一　V
G－V
G－O
G一　V
G一　I
G－O
G－O
G－O
G－O
G一　V
G－IV
G一　II
G－V
G一　II
G－O
G－III
G一　I
G－III
G一　I
G－O
G－III
G－III
G一　V
G－O
G一　V
G一　I
G－O
G一　V
G一　V
G一　I
G－O
G一　V
G－O
G－O
G一　I
G－O
G一　V
G一　V
G－III
G一　V
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HPV rade
＆　Types
　G－IV
Type　18
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　16
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
G－IV
Type　18
　G－O
　G－O
　GrO
　G－O
　G－IV
Type　16
　G－O
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　18
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－IV
Type　33
　G－O
　G－IV
Type　33
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
　G－O
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CATALYZED　StGNAL　AMPLIFICATION　（CSA）　SYSTEM
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Fig．1　Schematic　representation　of　the　ISH十CSA
　対象標本はパラフィンブロックより4μmの厚さ
で薄切し，滅菌シランコーティングスライドに張り
付け使用した．切片は最初にキシレンにより脱パラ
フィンし，100％エタノールを用いて脱キシレンを行
った．その後，3％過酸化水素加メタノールを用いて
内因性ペルオキシダーゼ除去処理を行い（20分室
温），滅菌蒸留水にて洗浄した．続いてcDNA　Probe
の組織への浸透を高めるために，0。8％ペプシンー2N
塩酸処理（10分室温）を施した．再び滅菌蒸留水で
洗浄後，組織形態を保つ目的で，4％パラフォルムア
ルデヒドを用いて再固定した（5分室温）．これを
0．1％・pH　7．4のリン酸緩衝液（PBSと略す）で
洗浄し，100％エタノールにて脱水，乾燥させた．
　b）　in－situ　Hybridization
　完全に乾燥した組織標本にビオチン標識cDNA
Probeを滴下した．90℃のオーブン中で5分間加熱
し，標的DNAおよびcDNA　ProbeのDNAを1本
鎖にした．
　Hybridizationは37℃の艀卵邸内で一晩行った．
　c）CSAによるDNAの検出
　Hybridizationの終了した標本を1倍濃度の標準
食塩一クエン酸緩衝液（stringent　wash　solution　1
×SSCと略す）で洗浄し，余分なcDNAプローブを
除去した（48℃30分）．つぎに，一次反応としてビ
オチン標識ペルオキシダーゼ・ストレプトアビジン
複合体を滴下して15分間反応させ，cDNA　probe
に標識されているビオチンに反応させた．さらにタ
イラマイドを結合させるために，0．15molの塩化ナ
トリウムを含有する0．05mol・pH　7．6のトリス塩
酸緩衝液にO．1％の割合でTritonX－100を混合した
もの（TBSと略す）で洗浄後，2次反応としてビォ
チン標識タイラマイドを10分間反応させた．再び
TBSで洗浄の後，ペルオキシダーゼ標識ストレプト
ァピジンを15分反応させ，さらにアビジンを結合さ
せた．発色にはジアミノベンチジン四酸化塩（DAB
と略す）を用いた（Fig．　1）．
　d）アルカリフォスファターゼ間接法による
DNAの検出
　CSAとの検出感度の比較を行うため，　FITC標識
cDNA　probeを使用した従来のアルカリフォスフ
ァターゼ間接法（ALPと略す）を行った．　ALPは1
×SSCを用い余分なcDNA　probeを除去した
（48℃30分）後，TBSで洗浄し，アルカリフォスフ
ァターゼ標識抗FITC・ウサギポリクロナール抗体
を滴下した（30分室温）．再びTBSで洗浄し，アル
カリフォスファターゼ発色基質（BCIP／NBT）で発
色させた．対照には3種類のHPV陽性コントロー
ル切片（verruca　vulgaris　DAKO－Japan社）を用い
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Table　2　Grading　of　HPV　ISH十CSA
判定基準
　（H．G－VI）
　（H．G－V）
　（H．G－IV）
　（H．G－III）
　（H．G－II）
　（H．G一　1）
　（H．G－O）
HPV陽性細胞陽性率50％以上の視野が複数観察される．
HPV陽性細胞陽性率50％以上の視野が観察される．
HPV陽性細胞陽性率50％以下の視野が複数観察される．
HPV陽性細胞陽性率50％以下の視野が観察される．
HPV陽性細胞が5～10個観察される．
HPV陽性細胞が1～4個観察される．
腫瘍全体にHPV陽性細胞は全く観察されない．
Denature　94“C
Denature　94eC
Annealing　55“C
Extension　72eC
Table　3　PCR　protocols
5　min
3ikei．：］　40cycies
pttlggp1！g1ep111！g一1II！lpgll　letidePrimerssequence
Oligonucleotide　sequence
HPVpU－1　M
HPVpU－31　B
HPVp－2　R
5’一TGTCAAAAACCGTTGTGTCC－3’
5’一TGCTAATTCGGTGCTACCTG－3’
5t－GAGCTGTCGCTTAATTGCTC－3’
forward　primer
forward　primer
reverse　prlmer
Target　length（bp）
HPV　6：228　HPV　11：228HPV　16：238　HPV　18：268　HPV　31：232　HPV　33：244
た．同一部位の陽性細胞数／全細胞数を算出し検出
率とした．
　2）HPVタイプの鑑別
　全88症例に対し，最初にHPV　type　6，11，16，
18，30，33，35，45，51，52を同時に検出可能なビ
オチン標識Wide　Spectrum　cDNA　probe（wide
spectrum　HPV　biotinylated　DNA　probe，　DAKO，
USA）を用いてISH＋CSAを行った．　Wide　Spec－
trumでHPV陽性となった標本についてはHPV
のタイプを鑑：別するために，それぞれType　6，11，
16，　18，　33（HPV　type　6，　11，　16，　18，　33　biotinylated
DNA　probe，　DAKO，　USA）の各cDNA　Probeを
用いてISH十CSAを行った．
　3）HPV・DNAの発現の判定
　HPV陽性の判定には，標本の単位面積あたりの
陽性細胞数／全細胞数を算出し，判定基準（Table　2）
により分類し，HPV－grade（H．Gと略す）一II以上を
HPV十，　H．G・1をHPV±，　H．G－0をHPV一とし
た．
　4）polymerase　chain　reaction（PCRと略す）
　PCRに使用したDNA試料はパラフィン切片よ
り標的とした細胞のみを25ゲージ注射針を用いて
Microdissection20）したものから得た．試料はキシ
レンにより脱パラフィンし，100％エタノールで脱キ
シレンおよび脱水し乾燥させた．完全に乾燥した
DNA試料に500μg／mlのProteinase　K（宝酒造株
式会社）でDNAの抽出を行った（55℃一晩）．つぎ
にProt inas 　Kを失活させるために，　DNA試料を
95℃8分間加熱しDNA標本とした．その後，　DNA
標本から適当量のサンプルをとり，HPV－DNA　E6－
E7領域の確認ができる宝酒造社製HPVpU－1M（悪
性型forward　primer），　HPVpU－31B（良性型for－
ward　primer），　HPVp－2R（悪性・良性混合reverse
primer）　を用いてコンセンサスPCRを行った．
HPVpU－1　MはHPV－Type　16，18，31，33，35，52b，
58を同時に検出でき，またHPVpU－31BはHPV－
Type　6，11を検出できる（Table　3）．
　PCR終了後，　HPV－DNAの存在を確認するため
に，NuSieve　AgaroseゲルとSeaken　Agaroseゲル
を3＝1の割合で混合した4％のNuSieve　3：1
Agaroseゲル（FMC　BioProducts，　USA）を用いて，
100Vで1時間電気泳動を行った．
　5）p53蛋白の検出
　4μmに薄切した切片をシランコーティングスラ
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イドに張り付け，脱パラフィンの後にマイクロウェ
ーブ処理を10分間施し，通常の酵素抗体法にてp53
蛋白を検出した．
　p53抗体はDAKO－Japan社製の抗ヒト・マウスモ
ノクロナール抗体で，それを50倍希釈したものを使
用した．検出にはヒストファインSAB－PO（M）キ
ット（ニチレイ）を使用し，アビジンービオチン複合
体法（ABC法と略す）を行った．　p53に関しても判
定基準（Table　4）を設け，　p53－grade（p53．Gと略
す）一II以上をp53十，　p53．G－1をp53±，　p53．G－0を
p53一とした．
Table　4　Grading　of　p　53　immunohistochemistry
判定基準
　（p　53．G－V）
　（p　53．G－IV）
　（p　53．G－III）
　（p　53．G－II）
　（p　53．G一　1）
　（p　53．G－O）
：腫瘍組織においてp53陽性細胞陽性率50％以上の視野が複数観察される．
：腫瘍組織においてp53陽性細胞陽性率50％以上の視野が観察される．
：腫瘍組織においてp53陽性細胞陽性率50％以下の視野が複数観察される．
：腫瘍組織においてp53陽性細胞陽性率50％以下の視野が観察される．
：腫瘍組織全体でp53陽性細胞が1～10個観察される．
：腫瘍組織全体にp53陽性細胞は観察されない．
　　　　　　　　Table　5　CSA　vs　ALP
CSA　ALP　CSA　ALP　CSA　ALP　CSA　ALP　CSA　ALP
HPV　positive
HPV　negative
x　2－test
67　　　18
206　　251
　P＜0．01
47　　　20
45　　　83
P＜0．01
44　　　20
164　　　181
　P＜0，01
44　　　29
130　　139
　P＜0．01
69　　　26
120　　168
　P＜0．01
Table　6Association　between　age　and　HPV
　　　　　　　50’　60’　70’　80’
Table　7Association　between　gender　and　HPV
　　　　　　　　Male　Female
HPV　positive
HPV　negative
x2－test
1　　　5　11　1
10　24　16　3
HPV　positive
HPV　negative
x2－test
17
64
1
6
Table　8　Association　between　smoking　history
　　and　HPV
　　　　　　　　　Smoking　Non－Smoking
Table　9 HPV　in　relation　to　histological　differ－
　　entiation
　　　　　　　　　　Well　Moderate　Poor
HPV　positive
HPV　negative
x2－test
15
47
3
23
HPV　positive
HPV　negative
x2－test
9　　　　　8　　　　　1
14　27　29
　　　P〈O．Ol
Table　10Association　between　p　53　＆　HPV
Well　ModeratePoor
HPV＋　HPV一HPV＋　HPV一HPV＋　HPV一
p　53　positive
p　53　negative
x2－test
4（4）　　　　8（11）
5（5）　　　　6（3）
　l　　　　　　　　　　　　　　　　I
　l　　　　　　　　　　　　　　　　l
　l　　　　　　　　　　　　　　　　l
　コ　　　　　　　　　　　　　　　　コ
0．05〈P〈0．1
3（3）　　　　　17（23）
5（5）　　　　10（　4）
　l　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　l　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　l　　　　　　　　　　　　　　　　l
　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　コ
　P〈0．01
1（1）　　20（21）
0（0）　　　　9（8）
u＿＿＿＿＿＿＿」1　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　1　　　　＊　　　　　　l
　l　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　串
The　figures　in　the　parentheses　denote　the　number　of　cases　which　are　Z　Grade　1．
’　x2－test　not　performed．
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結 果
　1．ISHに対するALPとCSAの比較
　3種類のverruca　vulgarisの主病変から5カ所を
選択し平均陽性率を算定した．ALPの平均は
13．3％であったのに対し，CSAでは31．7％であり，
検出率は2倍以上の差があった（Table　5，　Fig．
2r－5）．
　2．H：PV－DNAの陽性率
　88症例中18例（20．5％）がHPV－DNA陽性であ
った．
　HPV－DNAの発現が腫瘍全体に禰漫性に確認さ
れた症例が4例（H．G－VI　3例，　H．G－IV　1例），散在
性に確認されたものが14症例（H．G－IV　12例，　H．
G－III　1例，　H．G－II　1例）であった．　HPV－DNAの
検出形態は，前者では腫瘍組織全域で核内に穎粒状
であった（Fig．6～8）．
　後者では表層型細胞で，核全体に禰漫性に存在し
たのに対し，中層から深層型の細胞では多くの場合
穎粒状であった（Fig．9～11）．
　1）年齢との関係
　HPV陽性例は50歳代で1／11（9．1％），60歳代で
5／29（17．2％），70歳代で11／27（40．7％），80歳代
で1／4（25．0％）であり，κ2検定を行った結果，年
齢間のHPV－DNA陽性率に有意差は無かった
（Table　6）．
　2）性との関係
　男性は17／81（21．0％），女性では1／7（14．3％）が
HPV陽性であり，κ2検定を行った結果，男女間に有
意差は無かった（Table　7）．
　3）喫煙との関係
　HPV陽性率は喫煙者で15／62（24．2％），非喫煙者
で3／26（11．5％）であり，κ2検定を行った結果，
喫煙習慣の有無で有意差は認められなかった
（Table　8）．
　4）分化度との関係
　HPV陽1生率は高分化型で9／23（39．1％），中分化
型で8／35（22．9％），低分化型で1／30（3．3％）であ
った．κ2検定を行った結果，高分化型と低分化型お
よび中分化型と低分化型との間に有意差があった．
高分化型と中分化型の問には，統計学的有意差は認
められないものの陽性率には約2倍の差があった
（Table　9）．
　3．　HPV－Type
　Wide　Spectrum　cDNA　probeで陽性となった18
例のHPV－DNAはType　6および！1が0例
（0％），Type　16が2例（11．1％），　Type　l8が12例
（66．7％），Type　33が4例（22．2％）であった．
　4．　PCR
　全88症例に対してPCRを行なった結果，　ISH＋
CSAでHPV－DNA陽性となった18例のみに
HPv－DNAの増幅が確認された（Fig．12）．
　5．p53蛋白
　対象とした88嫁すべての扁平上皮癌のうち，
HPV－DNA陽性群のp53陽性率は高分化型で4／
9（44．4％），中分化型で3／8（37．5％），低分化型で
1／1（100％）であった．HPV－DNA陰性群のp53陽
性率は高分化型で8／14（57．1％），中分化型で17／
27（63．0％），低分化型で20／29（69．0％）であった．
κ2検定を行った結果，統計学的有意差は認められな
いものの，p53蛋白の発現はHPV－DNA陰性群に多
い傾向が見られた（Table　10）．
　組織学的に，p53蛋白とHPV－DNAの発現は全て
の症例において同一腫瘍の同一部位であった（Fig．
13，　14）．
考　　察
　1．ISH十CSAについて
　ISHは組織切片上で，標的にしている細胞の情報
を顕微鏡下で得ることができるため，DNAの出現
状況を組織学的に認識できる有用な方法である．し
かし癌症例のように，標的DNAの一部が宿主の核
内に取り込まれている場合やパラフィンブロックの
ように残存DNA量が微量の場合には，従来のISH
ではDNAの検索に限界があり，検出率はPCRに
比べ低い21）一“23）．従ってCSAのような高感度な検出
方法を用いる必要がある．
　CSAが高感度である理由は従来のABC法にビ
オチン標識タイラマイド結合が一段階加えられてい
ることによる24）．タイラマイドはタイラミンの誘導
体 ，過酸化水素水の存在下でペルオキシダーゼ酵
素との触媒反応によりラジカル生成物となり，
cDNA　probeやペルオキシダーゼ標識ストレプト
ァピジンービオチン複合体と反応し，結合する性質
を有している．
　このビオチンに再びペルオキシダーゼ標識ストレ
プトアビジンが反応するため，従来のABC法に比
（7）
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　　　　　　Fig．　2　 ISH　十ALP　in　verruca　vulgaris　of　the　human　anogenital　lesion　（bar＝300　pt　m）
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　　　　　　Fig．　3　ISH十CSA　in　verruca　vulgaris　of　the　human　anogenital　lesion　（bar＝300　pt　m）．
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Fig．4　ISH十ALP　in　verruca　vulgaris　of　the
　　human　anogenital　lesion　（bar＝50　pt　m）．
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A　single　copy　of　DNA　which　is　not　detected
by　the　ALP　（conventional　method），is　detect－
ed　by　the　CSA
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Fig．　6　Poorly　differentiated　squamous　cell　carcinoma　of　the　lung　（Case　No　21，　HE　bar＝300　pt　m）
Fig．　7　Higher　magnification　of　Fig．6　（Case　No　21，　HE　bar＝50　pt　m）．
Fig．　8　ISH十CSA　in　poorly　differentiated　squamous　cell　carcinoma　of　the　lung．
　　　HPV－DNA　is　localized　diffusely　in　the　poorly　differentiated　squamous　cell　carcinoma　（Case　No．　21，
　　　bar　＝　50　pt　m）．
Fig．　9　Well　differentiated　squamous　cell　carcinoma　of　the　lung　（Case　No．　66，　HE，　bar＝300　ptm）．
Fig．　10　Higher　magnification　of　Fig．9　（Case　No　66，　HE　bar＝50”m）．
Fig．　11　ISH十CSA　in　well　differentiated　squamous　cell　carcinoma　of　the　lung．
　　　In　well　differentiated　squamous　cell　carcinoma，　intranuclear　localization　of　HPV　is　seen　mainly　in
　　　the　prickle　cell－like　layer　（white　arrow）．　The　basaloid　and　koilocytic　cells　（black　arrow）　are　also
　　　stained　positively　for　HPV　（Case　No．　66，　bar＝50　ptm）．
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1；　DNA　Marker　2：　Negative　Control　3：　Positive　Contro1
4：　Case　No．72　5：　Ca＄e　No．63　6：　Case　No．43　7：　Case　No．26
8：　Case　No．21　9：　Case　No．18　10：　Ca＄e　No，16
Fig．　12　Detection　of　HPV　type　18　by　PCR．
　Fig．　13　Detection　of　p　53　protein　by　immunohis－
　　　tochemistry　（Case　No．　18，　bar＝＝100　pt　m）．
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Fig．　14　The　same　lesion　as　figure　！6，　showing　posi－
　　tive　HPV－DNA　（Case　No．　18，　bar＝100　ptm）．
べ多くのペルオキシダーゼを結合することになる．
この結果，検出感度が上がるが，このタイラマイド
のラジカル生成物は寿命が短い．このため生成物と
しての従来の性格を失いやすく，プローブや試薬以
外の切片上に存在する蛋白とも結合するという欠点
もある．従ってタイラマイドの濃度や反応時間には
十分注意が必要である．実際にCSAの検出感度は
従来のALPの2倍以上であり，PCRの結果と一致
するため，ISH十CSAは現在のところ，パラフィン
切片上で行えるDNA検索法のうちで最も信頼性の
ある方法の一つである．
　2．　肺扁平上皮癌とHPVの関係について
　子宮頚部癌ではその80％以上にHPV－DNAが癌
細胞から検出され25）26），また口腔領域9）11）16）や食
道7）21）27）等をはじめとするその他の扁平上皮癌など
でも，60％程度を上限としてHPV－DNAが検出さ
れている．また実験的にHPV－DNAを用いて発癌
を起こしている報告もあるので28＞～30），HPVが扁平
上皮癌に関与している発癌ウイルスであることはほ
ぼ間違い無いと考えられる．肺組織においても同様
な結果を示唆する報告がなされている31）．
　しかし，肺原発の扁平上皮癌の場合は，検索対象
数の少ない報告が多く，多数例を用いた系統的な検
討を行っているものは少ない．それらは多くの場合，
PCRにより検討され，検出率は20～30％程度であ
る17）一一19）．我々の結果もほぼ同様であり，子宮頚部癌
やその他の扁平上皮癌に比べ低率であるが，存在が
確認されたHPV－DNAは発癌に関与するType
16，18，33のE6－E7遺伝子領域であった．従って肺
の扁平上皮癌の場合にも，その発生にHPVが関与
（10）
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していることが推定される．
　肺の扁平上皮癌の発生は高年齢者の男性に多く，
また喫煙習慣と密接な関係があると考えられてい
る．
　しかし，HPV－DNAの存在とこれらの要因との間
には因果関係は見出されなかった．癌の組織学的分
化度に関しては，分化が高いほどHPV－DNAの検
出頻度が高いことがわかった．平安22）らによると，
沖縄県の肺扁平上皮癌にはHPV・DNA陽性率が
80％以上である．この地域では高分化扁平上皮癌の
割合が他の地域に比べ多く，HPV－DNAの関与は分
化の高いものほど濃厚であることを裏付けている．
この結果は他の臓器の扁平上皮癌の場合とも類似す
る17）32）一一34）．
　HPVによる発癌機構を理解するうえでもっとも
重要な因子は癌抑制遺伝子p53である35）一一”37）．　p53は
障害を受けた細胞が修復されるまで細胞周期の進行
をG1期で停止させたり，アポトーシスを活性化し
て細胞の遺伝子情報を除去する役割を担ってい
る35）37）．一般的に扁平上皮癌ではp53遺伝子および
p53蛋白の発現は高分化型のものには稀であり，分
化の低いものほど多い23）38）一’40）．肺の扁平上皮癌にお
いても同様のことが言われている32）41）．HPVのE6
遺伝子領域はp53遺伝子と結合し，　p53蛋白を生成
できなくする30）36）42）43）．従って，p53遺伝子もしくは
蛋白の発現が軽微な高分化扁平上皮癌にはHPV－
E6遺伝子が存在している可能性がある．事実，今回
の結果も統計学的有意差は認められないものの，
HPV陽性症例のp53蛋白の陽性率はHPV陰性症
例のそれに比べ低いものであった．しかし，p53蛋白
が出現する例もあるので，p53陰性腫瘍ではHPV－
DNAが同型接合，　p53陽性腫瘍ではHPV－DNAが
異型接合して存在しているのではないかと考えられ
る．
　PCRに使用したprimerはHPV－DNAのE7遺
伝子領域も検出可能なものである．従って，肺扁平
上皮癌から検出されたHPV－DNAには，　E6とE7
領域の両方が存在することになる．HPV－E7遺伝子
領域はRB癌抑制遺伝子に結合可能であり，形質転
換を起こす30）44）45）．このことは，肺の扁平上皮癌の発
生要因の一つに，HPVによるp53遺伝子，　RB遺伝
子の単独もしくは同時消失による腫瘍化30）33）を考
えさせる．
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Human　Papilloma　Virus　DNA　in　Squamous　Cell　Carcinoma　of　the　Lung　analyzed
　　　　　by　in－situ　Hybridization　with　Catalyzed　signal　Amplification　Technique
Yasuhiro　OSAKABEi），　Shinya　OKADAi），　Bijayee　SHRESTHAi），
　　　　　　　　Hiroyuki　SHIBANUMA2），　Takashi　HIRANO2）
’）　The　Second　Department　of　Pathology
　2）　The　First　Department　of　Surgery
　　　　（Directer：Yoshiro　Ebihara）
　　In　order　to　study　the　correlation　between　HPV－DNA　and　squamous　cell　carcinoma　of　the　lung，　in－situ
hybridization　（ISH）　was　performed　using　paraffm　sections．　The　hybridization　products　were　detected　by
catalyzed　single　amplification　system，　a　highly　sensitive　immunohistochemical　technique，　and　the
association　between　squamous　cell　carcinoma　and　HPV－DNA　was　established．　Furthermore，　an　inverse
relationship　between　HPV－DNA　and　the　tumor　suppressor　gene　products，　p53　proteins，　was　observed．
HPV－DNA　was　detected　in　18　of　80　cases　（20．5910）　of　squamous　cell　carcinoma　of　the　lung；of　which
2　were　type　16，　12　were　type　18　and　4　were　type　33．　Eight　of　18　HPV　positive　cases　（44．4910）　and　45
0f　70　HPV　negative　cases　（64．39（o）　expressed　p53　protein．
　　Our　results　indicate　that　HPV　is　one　of　the　important　causative　factors　for　squamous　cell　carcinoma
of　the　lung．
〈Key　words＞Squamous　ceH　carcinoma　of　the　lung，　Human　pap皿oma　virus，
PCR．
In－situ　hybridiz tion，　p53，
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